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携带bla时c一2型碳青霉烯酶基因泛耐药
肺炎克雷伯菌医院内感染暴发的
病原学分析
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【摘要l 目的了解引起医院内感染暴发临床分离的泛耐药肺炎克雷伯菌(Kpn)KPC型碳

青霉烯酶基因6缸。存在状况。方法2008年11月至2009年7月从住院患者中分离19株泛耐药

／@n，采用改良Hodge试验检测菌株产碳青霉烯酶情况，采用PCR及序列分析的方法分析6如KPc基

因。结果19株泛耐药勋n改良Hodge试验结果均阳性、6如。基因阳性率为100．O％，序列分析确

认均为6如。c．：亚型，其中HZ001号菌株(原始编号HZ9871)6如一一：基因序列已登录GenBank，注册

号为GU086225。结论I临床分离的泛耐药^∞n均携带6k。。。基因，而产KPC-2型碳青霉烯酶是

分离菌株对碳青霉烯类抗生素耐药的主要原因。
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【Abstractl Objective To investigate the status ofgenotype ofthe KPC(Klebsiella pneumoniae
carbapenemase)．encoding genes in Pan．resistant＆Pneumoniae。isolated from the 98th Hospital of

People’S Libemtion Army，Huzhou district，Zhejiang province，China．Methods 19 strains of

Pan．resistant K pneumoniae were isolated from the inpatients between November，2008 and July，

2009．Phenotypic confmnatory test for suspected carbapenemases production were carried out by

Modifled Hodge test．Carbapenemase gene of b／aKPc was analyzed by PCR and verified by DNA

sequencing．Results In 19 strains of K pneumoniae，the positive rates of Modified Hodge test and

gene of 620m were both 1 00．O％．These genes all belonged to blar,rc-2 subtype confirmed by nucleotide

sequence analysis．Among them。the 6foKPc．2 gene sequence of the HZ001 strain(its original serial

number WaS HZ9871)had been registered in GenBank(GenBank Accession Number：GU086225)．

Conclusion AII of the Pan—resistant丘pneumoniae isolated觚the inpatients harbored b／anc．2 type
carbapenemases gene and causing all outbreak in a hospital．Carbapenemases that producing type

KPC一2 might be the major reason which causing the resistance to Carbapenems antibiotics．

【Keywords】Klebsiellapneumoniae；Pan—resistance；Carbapenemases；Drag resistancegene

肺炎克雷伯菌(Klebsiellapneumoniae，勋n)是医

院感染的重要致病菌之一口剖，有文献报道由该菌

引起的医院感染可>5％，且往往对多种抗菌药物

耐药"1。近年来，随着碳青霉烯类抗生素的大量使

用，出现了对其耐药的硒n临床分离株№]，在美国甚

至出现了碳青霉烯类抗生素耐药的勋n流行n]，中

国大陆地区也出现了因产KPC一2(Klebsiella
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pneumoniae Carbapenernase一2)型碳青霉烯酶造成碳

青霉烯类抗生素敏感性下降的Ken局部流行括3。本

研究采用分子生物学等技术分析临床标本中分离到

的19株对亚胺培南和美罗培南耐药的多耐药砀n中

KPC型碳青霉烯酶基因6zo啪存在状况。

材料与方法

1．菌株来源及常规鉴定：19株试验菌株均分离

自解放军第98医院2008年11月19日至2009年7月

4日住院患者送检的各种标本，分别为痰液16份，烧

伤创面分泌物、导尿、中段尿各1份。采用法国
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BioMdrieux公司API 20 E系统先进行常规菌种鉴

定，鉴定为“克雷伯菌属”。其中1株API编码为

5215773，鉴定为勋n(鉴定值id=97．6％)，其余18株

API编码均为5205773，鉴定结果可能为土生克雷

伯菌(id=68．9％)、或肠n(id=26．7％)、或产气肠杆

菌(id=3．70％)不定。质控菌株为大肠埃希菌

ATCC 25922、大肠埃希菌ATCC 35218(由浙江大学

医学院附属第一医院传染病研究所俞云松教授惠

赠)、铜绿假单胞菌ATCC 27853、肺炎克雷伯菌

ATCC 700603。

2．菌株分子鉴定：参照文献[9]进行。采用PCR

法扩增gyrA基因，引物为Pl：5’一CGC GTA CTA

TAC GCC ATG AAC GTA一3’。P2：57一ACC GTT

GAT CAC TTC GGT CAG G一3 7，产物长440 bp，对

gyrA基因PCR扩增产物进行测序，所测序列采用

GenBank中的BLAST程序进行同源性分析。

3．药敏试验：药敏纸片哌拉西林／舒巴坦为杭州

天和微生物试剂有限公司产品，氨曲南、头孢哌酮、

头孢哌酮／舒巴坦、美罗培南、头孢他啶、头孢他啶／

克拉维酸、头孢噻肟、头孢噻肟／克拉维酸为英国

OXOID公司产品，M．H琼脂及ATB药敏试验板为

法国BioM6fieux公司产品。共测试26种抗菌药物

的敏感性。其中22种系微量肉汤法，采用

BioM6rieux公司产品ATB药敏试验板，分别为阿莫

西林、阿莫西林／克拉维酸、哌拉西林、哌拉西林／他

唑巴坦、替卡西林、替卡西林／克拉维酸、头孢噻吩、

头孢西丁、头孢呋肟、头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡

肟、亚胺培南、美罗培南、氨苄西林／舒巴坦、阿米卡

星、庆大霉素、妥布霉素、奈替米星、环丙沙星、复方

新诺明、黏菌素。其余4种哌拉西林／舒巴坦、氨曲

南、头孢哌酮、头孢哌酮／舒巴坦采用纸片扩散法

(K-B法)。根据CLSI 2009年版标准规定的临界值

判定药敏结果[1 0|。

4．ESBLs表型确证试验：参照文献[10]进行。

5．改良Hodge试验检测菌株产碳青霉烯酶：参

照文献[10]进行。选用10峙美罗培南纸片，阳性对

照菌株为携带6z口眦一：碳青霉烯酶基因大肠埃希菌接

合子(由浙江大学医学院附属第二医院细菌室张嵘

老师惠赠)，阴性对照菌株为大肠埃希菌ATCC

35218。制备直径90 lnlTl、厚4 lnm的M—H琼脂平

板，采用直接菌落悬液法用生理盐水制备0．5麦氏标

准浊度的大肠埃希菌ATCC 25922(指示菌)悬液，使

用自制的直径约3 mm的镍铬合金接种环，对试验结

果进行记录、拍照保存。

6．细菌处理：采用蛋白酶K消化法制备DNA扩

增模板。挑纯培养菌落置人0．5 ml离心管内(内预

置200 ng／ml蛋白酶K溶液200 u1)，56 oC水浴2 h，

改95 qC水浴10 min，加入Chelex一100 40“l，离心

(15 000 r／min)30 s。上清液即为基因检测的模板

液，一20℃冰箱保存备用。

7．6Zo眦基因检测：采用PCR法。根据GenBank

(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／)中已发布的各型

6如饿基因序列设计引物：Pl：5’一ATGTCACTG TAT

CGC CGT CTA一3’。P2：5’一TTA CTG CCC GTT

GAC GCC CAA一3’，产物长882 bp。耐药基因检测

试剂盒、阳性对照及DNAMarker均由无锡市克隆遗

传技术研究所提供。纯水为阴性对照。PCR扩增体

系均为：每反应体系Pl、P2引物各0．5 lammol／L，

dNTPs各200 mmol／L，KCI 10 mmol／L，(NI-I,)：S04

8 mmol／L，MgCl2 2 mmol／L，Tris．HCl(pH值9．0)

10 mmol／L，NP柏0．5％，BSA 0．02％(wt／v01)，TaqDNA

pol 1 u。总反应体积20¨l(其中模板液5“1)。PCR

扩增产物>500 bp热循环参数均为：93℃预变性

2 min，然后93℃60 s-+55℃60 s__+72℃60 s，循环

35周期，最后一个72℃延长至5 min。PCR扩增产

物<500bp热循环参数均为：93℃预变性2 min，然

后93℃30 s．一55℃30 s_72℃60 S，循环35周期，

最后一个72℃延长至5 min。于PE9600基因扩增

仪扩增。扩增产物经2％琼脂糖凝胶电泳，EB染色，

紫外凝胶电泳成像仪下观察，并记录结果。

8．序列测定：对所有扩增阳性基因PCR产物经

纯化后用美国ABI公司3730型自动DNA序列分析

仪进行序列测定(正反向测序)，6zo眦基因测序引物

为P1：5’一ATG TCA CTG 1'AT CGC CGT CTA一3’，

P2：5’一TTA CTG CCC GTT GAC GCC CAA一3 7，所

测序列采用GenBank中的BLASTn程序进行同源性

分析，并将基因核酸序列登录于GenBank。

结 果

1．菌株分子鉴定：19株菌经gyrA基因PCR扩

增、测序、同源性分析，确认均为蜘凡。其中HZ001

号(原始编号HZ9871)菌株gyrA基因序列已在

GenBank登录(注册号：GQ850532)。

2．药敏试验：所有菌株对黏菌素的MIC≤

2 mg／L，参照不动杆菌属药敏试验规定的临界值标

准判定为敏感’10|，对其余25种抗菌药物均耐药，提

示多重耐药及交叉耐药情况相当严重，系泛耐药株。

3．ESBLs表型确证试验：结果均为“不确定”。
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即所产B一内酰胺酶能水解第三代头孢菌素头孢他

啶和头孢噻肟，且不被克拉维酸抑制，提示菌株可

能同时产ESBLs、质粒介导的Amp C酶、碳青霉

烯酶。

4．改良Hodge试验：所有菌株结果均为阳性，提

示菌株均产碳青霉烯酶(图1)。

注：l：携带6如。．：碳青霉烯酶基因大肠埃希菌接合子阳性结

果；2：大肠埃希菌ATCC 35218阴性结果；3：勋圳缶床分离株阳性

结果

图1改良Hodge试验检测勋几临床分离株的

产碳青霉烯酶阳性结果

5。基因检测：所有菌株6Z吐眦基因均阳性。图2

为部分菌株6Z口m基冈PCR产物电泳图。

注：M：分子量标记，由上而下分别为1000、900、800、700、600、

500、400、300、250、200bp；P：阳性对照；N：阴性对照；S：标本阳性

图2部分／9,n菌株6如一基因PCR产物电泳图

6．序列分析：本研究19株6如眦基因PCR阳性

产物测得序列相同(882 bp)，经BLASTn比对与

KPC一2型碳青霉烯酶编码基因bla峨也序列

(Genl3ank注册号：EU784136)完全相同。其中

HZ001号菌株(原始编号HZ9871)6缸。∞：基因序列

已登录GenBank(注册号：GU086225)。

讨 论

KPC型碳青霉烯酶是近几年发现的一种新型碳

青霉烯酶，属于Bush分类的2f组，Ambler分类的A

类。Yigit等nu于2001年首先报道在美国北卡罗来

纳的硒n中发现KPC—l。2003年在分离自马里兰医

学中心的硒n中发现KPC一2【l引，此后又在不同的肠

杆菌科细菌黏质沙雷菌及大肠埃希菌中相继检测到

KPC一2“引，阴沟肠杆菌中发现KPC一3(AM774409)，

致癌肠杆菌中发现KPC一4(FJ473382)，硒n中发现
l《：PC一6(EU555534．1)、KPC一7(EU729727．1)和KPC一8

(FJ234412．1)，在以色列分离到的大肠埃希菌中发

现KPC一9(FJ624872．1)，在波多黎各分离到的铜绿

假单胞菌中发现KPC一5(Eu400222。2)n引。

从各地报道的资料看，导致Kpn对碳青霉烯类

抗生素耐药或敏感性下降的原因有菌株产碳青霉烯

酶如KPC一2型酶、IMP型金属p一内酰胺酶如IMP一1

和IMP一8型酶、产B一内酰胺酶如高产质粒介导的

Amp C酶合并膜孑L蛋白缺失等¨5|，但以产K_PC型碳
青霉烯酶为主。

由于勋n是医院感染的重要致病菌之一，其多

重耐药及泛耐药菌株往往携带多种类质粒介导的耐

药基因，如ESBLs基因、16S rRNA甲基化酶基因【l】、

Amp C酶基因等。最近，陆理英等¨1报道16S rRNA

甲基化酶基因annA和rmtB在产KPC一2泛耐药勋n

临床分离株中广泛分布，但annA、rmtB与KPC一2编

码基因是否位于同一质粒还有待进一步研究证实。

本组菌株对4种氨基糖苷类抗生素均耐药，很可能

也是由于菌株携带16S rRNA甲基化酶基因和／或氨

基糖苷类修饰酶基因并表达所致，相关研究正在进

行中。改良Hodge试验用于怀疑产碳青霉烯酶肠杆

菌科细菌表型确证试验时，结果阳性提示菌株产碳

青霉烯酶。由于质粒介导的KPC型碳青霉烯酶编

码基因如6如眦．：基因具有在不同种属细菌之间转移

和传播的特性¨2f”】，极易造成医院感染的暴发，并且

产KPC型碳青霉烯酶菌株往往为多重耐药株或泛

耐药株，这给临床抗菌感染治疗造成极大困难。

杭州为我国大陆较早发现并分离出产KPC一2

型碳青霉烯酶硒，z的地区，且有报道已造成局部流

行体ts]，同时在肠杆菌科其他种属细菌如阴沟肠杆菌

中也发现KPC型酶¨副，江苏省也有关于分离出产

KPC一2型碳青霉烯酶硒n的报道n 7|。本组泛耐药株

的药敏结果显示耐药状况极其严重，改良Hodge试

验结果阳性提示菌株产碳青霉烯酶，基因序列分析
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均携带KPC一2型碳青霉烯酶基因，至少表明产碳青

霉烯酶是导致菌株对亚胺培南和美罗培南耐药主要

原因(不能排除同时存在其他耐药机制)。本组菌株

的分离时间为2008年11月19日至2009年7月4日，

来自医院6个病区，以中心ICU为主(68．4％)，主要

引起颅脑外伤患者下呼吸道感染。分析表明由此引

起的医院感染为一次较小规模的暴发。结合本研究

资料进一步提示，携带产KPC型(如KPC一2)碳青霉

烯酶基因的泛耐药硒n未来很有可能会在我国大陆

地区，特别是东南沿海地区扩散流行，对此应给予足

够重视。
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